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以 大 肠 杆 菌 为 底盘 细胞 构建 XyIR-Pu 线路 检测 
2,4,6- 三 硝 基 甲 葵 - 
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摘要 目的 :恶臭 假 单 胞 菌 中 的 TOL 质粒 上 的 XylR-Pu 是 经 典 的 甲 荣 代 谢 通路 ,在 甲 荣 类 化 合 物 
一 存在 时 ,调控 蛋白 XylR 可 以 特异 性 的 激活 Pu 启动 子 , 进 而 启动 相应 甲 茉 代谢 通 路 的 表达 。 基 于 


G3 合成 生物 学 的 思想 ,优化 设计 此 通路 并 导入 遗传 


背景 清楚 、 操 作 简 单 的 大 肠 杆 菌 中 构建 全 细胞 生 


3 物 传感器 ,用 于 检测 环境 污染 物 2,4,6- 三 硝 基 甲 某 (TNT) 。 方 法 :以 pETDuet-1 为 载体 骨架 ,构建 
COT XyIR-Pu 基因 线路 ,并 以 绿色 荧光 蛋白 GFP 为 报告 分 子 ,GFP 的 荧光 值 可 以 指 征 结合 诱导 剂 后 
Ce XylR 蛋白 对 Pu 启动 子 的 诱导 强度 ,并 在 基因 线路 中 加 入 四 串联 终止 序列 来 降低 背景 值 。 最 
一 后 对 XyIR 蛋白 的 信和 号 识别 区 进行 连续 易 错 PCR ,构建 随机 突变 体 文库 ,从 中 筛选 具有 更 高 感应 

强度 更 好 灵敏 度 及 特异 性 的 调控 蛋白 。 结 果 : 四 串联 终止 序列 可 有 效 降 低 XyIR-Pu 通路 的 背景 
二 值 ,随机 突变 体 文 库 中 筛选 出 的 生物 元 件 eX04, 对 TNT 表现 出 良好 的 感应 强度 、 灵 敏 度 及 特异 
CAE, Bib XyIR 蛋白 在 大 肠 杆菌 中 对 硝 基 甲 荣 响应 不 明显 ,但 筛选 得 到 的 突变 蛋白 eX04, 为 后 续 


二 生物 传感器 的 更 深层 次 地 开发 提供 了 优良 的 元 件 储备 。 另 外 ,利用 易 错 PCR 构建 随机 突变 体 文 
>< 库 从 中 筛选 发 挥 预定 功能 的 突变 蛋白 质 也 可 成 为 挖掘 生物 元 件 的 一 种 通用 方法 。 
(关键 词 2,4,6- 三 硝 基 甲 茶 合成 生物 学 ”生物 传感器 基因 线路 TOL 质粒 


,一 中 图 分 类 号 [Q815] 


/2,4,6-— i dE HAE (TNT) 是 一 种 带 苯 环 的 有 机 化 
合 物 , 因 其 良好 的 爆炸 性 能 , 常 被 用 来 制造 地 雷 及 各 种 
炸药 。 地 雷 的 广泛 使 用 及 TNT 的 长 效 性 ,导致 战争 遗 
留 下 来 的 地 雷 每 年 都 造成 上 百人 的 伤亡 ,严重 威胁 着 
人 们 的 生命 安全 。 同 时 泄露 在 环境 中 的 TNT 还 是 一 种 
重要 的 环境 污染 物 , 它 可 以 渗入 到 土壤 及 水 系统 中 ,长 
期 参与 生态 循环 ; 而且 TNT 及 其 降解 物 还 可 以 进入 食 
物 链 进而 引发 急性 中 毒 ,其 对 生态 环境 和 人 类 健康 造 
成 了 极 大 威胁 。 研 发 高 效 、 准 确 的 检测 TNT 的 工具 ， 
对 战 后 雷 场 清除 及 环境 治理 都 有 重要 意义 。 

TNT 在 工业 生产 过 程 中 会 产生 多 种 不 可 避免 的 副 
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产物 ,如 1,3-— i EAE (1,3-DNB) ,2,4- — fj dE H 2 
(2,4-DNT) & 2 ,6- — AE 13 (2 ,6-DNT) ,因此 在 检测 
TNT Hf ,1 ,3-DNB 2 ,4-DNT 及 2,6-DNT 等 化 合 物 也 可 
作为 检测 的 靶 标 ”。 目 前 传统 的 TNT 检测 方法 有 高 效 
液 相 色谱 (HPLC)、 紫 外 检测 (UV)、 气 相 色 谱 - 质 谱 
(GC-MS) .激光 表面 增强 拉 曼 光谱 (SERS) ,核磁 共 
(NMR) 和 离子 迁移 法 等 ”1 ,但 这 些 方法 大 都 需要 昂贵 
的 仪器 和 繁复 的 样品 制备 方法 以 及 专业 的 操作 流程 ， 
在 实际 应 用 中 会 受到 很 大 的 限制 。 目 前 基于 合成 生物 
学 思想 构建 生物 传感器 成 为 研究 热点 “1 ,由 于 生物 传 
感 器 具有 成 本 低 、 敏 感度 高 及 易 操 作 等 优点 ,因此 为 
TNT 检测 提供 了 新 的 思路 ,特别 适合 于 战 后 雷 场 的 大 
规模 检测 ,具备 良好 的 发 展 前 景 "*。 

恶臭 假 单 胞 菌 MT-2 菌株 携带 的 TOL. 质粒 具有 经 
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典 的 甲 茶 代谢 通路 , 常 被 广泛 研究 用 来 构建 生物 传 感 
AEA AE ZAERO. PEF AEE 
化 合 物 存在 时 ,其 中 的 调控 蛋白 XylR 可 以 特异 性 的 激 
ifi Pu 启动 子 ,进而 引发 甲 茶 代 谢 通 路 的 表达 (图 la) 。 
原理 大 致 是 : 反 式 作用 因子 XIR 蛋白 属于 NuC 家 族 成 
员 ,其 由 4 部 分 组 成 ,A 区 是 诱导 物 的 结合 区 ,结合 诱导 


物 后 构象 改变 ,通过 得 的 连接 区 域 (B DC) ,激活 C 区 活 
性 ,C 区 结构 高 度 保守 ,负责 协调 ATP 的 水 解 ,并 通过 
与 依赖 054 因子 的 RNA 聚合 酶 相互 作用 起 始 转录 ;D 
区 的 螺旋 -转角 -螺旋 结构 辅助 其 结合 到 Pu 启动 子 上 ， 
最 终 激活 Pu 活性 (图 1b)。 
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NE F XylR 蛋白 的 天 然 诱 导 剂 是 甲苯 ,其 对 硝 基 甲 
有 明显 感应 ,研究 者 "通过 将 XylR 蛋白 的 A 区 
BETIE NuC 家 族 的 同 源 蛋白 DmpR( 其 可 结合 苯酚 类 
ERR iis Po 启动 子 启动 亲本 代谢 通路 的 表达 ) 
进行 DNA shuffling ,得 到 了 可 感应 2,4-DNT 的 XylR 突 
z H XylR5 , Jf ELE] XylR5-Pu 基因 线路 在 模拟 
dag So T IREEN (E XyIRS 蛋白 的 
FINE DR fk HE AR MK, 环境 中 的 2,4-DNT 浓度 不 低 于 
364mg/L 时 才能 激活 Pu 启动 子 ,而 且 XyIRS 蛋白 的 特 
异 得 较 差 ,其 对 甲苯 的 感应 强度 要 高 于 TNT。 

为 了 更 好 地 将 XylR5-Pu 基因 线路 应 用 于 TNT 的 
检测 ,我 们 以 pETDuet-1 为 载体 骨架 ,构建 了 XyIR-Pu 
和 XylRS-Pu 两 条 基因 线路 ,并 以 绿色 荧光 蛋白 ( GFP) 
为 报告 分 子 , CFP 的 荧光 值 可 以 指 征 结合 诱导 剂 后 的 
XylR 蛋白 对 Pu 启动 子 的 诱导 强度 ,并 将 其 导入 遗传 背 
景 研究 清楚 ,操作 简单 的 大 肠 杆 菌 细胞 中 构建 全 细胞 
生物 传感器 ,用 于 检测 环境 中 的 污染 物 TNT。 通 过 对 
比 两 条 线路 的 荧光 值 , 既 可 以 验证 基因 线路 在 大 肠 杆 
菌 中 是 否 发 挥 功 能 ,又 可 以 验证 XylR5 突变 体 在 大 肠 
杆菌 中 对 TNT 是 否 仍 具有 和 较 好 的 感应 强度 。 最 后 通过 
对 基因 线路 的 优化 设计 ,以 及 对 XyIR 蛋白 的 A 区 的 随 
机 突变 ,从 中 筛选 出 对 靶 标 化 合 物 TNT 有 更 高 感应 强 
HE .灵敏 度 及 特异 性 的 蛋白 质 元 件 , 并 构建 性 能 更 加 优 
良 的 基因 线路 。 


472 514 556 


1 TOL 质粒 甲 茶 代 谢 通 路 (a) 及 XyIR 蛋白 结构 (b) 
Fig.1 Toluene degradation pathway of TOL plasmid (a) and domain organization of XyIR (b) 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

2,4,6- 三 硝 基 甲 茶 (TNT) ,2- 硝 基 甲 茶 (2-NT) ,3- 
硝 基 甲 茶 (3-NT) ,4- 硝 基 甲 茶 (4-NT) ,1,4- 二 硝 基 葵 
(1,4-DNB),1,3- 二 硝 基 茶 (1,3-DNB) ,2 ,4- 二 硝 基 甲 
葵 (2,4-DNT),2,6- 二 硝 基 甲 茶 (2,6-DNT), FA AK 
(Toluene) , 葵 (Benzene ) , 硝 基 茶 ( Nitrobenzene ) 均 购 自 
Sigma-Aldrich 公司 ;质粒 pPETDuet-l 为 本 实验 室 保存 ; 
感受 态 DH5a 及 BL21(DE3 ) 购 于 天 根 生 物 科 技 有 限 公 
司 ;Q5 DNA 聚合 酶 .限制 性 内 切 核酸 酶 及 I4 DNA jE 
接 酶 均 购 自 NEB 公司 ;96 孔 深 孔 板 、 黑色 96 孔 欧 光板 
均 购 自 Thermo 公司 。 
12 基因 线路 的 构建 
1.2.1 目的 基因 序列 的 获得 ”从 NCBI 网 站 上 获取 
XylR 蛋白 (1 701bp) 及 Pu 启动 子 (234bp ) 的 基因 序 
列 ,由 北京 奥 科 易 盛 生物 技术 有 限 公 司 合成 2 段 序 列 
并 分 别 连接 在 pMD18-T 载体 上 ,分 别 命名 为 pMDIST- 
XylR 和 pMD18T-Pu。 

通过 在 NCBI 上 查询 XylR 与 DmpR 的 序列 ,得 到 
Y XylR5 的 核酸 序列 ,合成 后 克隆 到 pGH 载体 上 ,命名 
为 pGH-XylR5。 

质粒 PPROBE-TT 上 含有 783bp 四 串联 的 终止 序列 
4 x Terminator, 人 工 合成 此 四 串联 序列 ,并 在 两 端 分 别 
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加 上 Hind II 和 Not 1 酶 切 位 点 ,克隆 到 pGH REE, 
命名 为 pGH-ATer, 

1.2.2 PCR 扩 增 目的 片段 ”实验 涉及 的 引物 见 表 1。 
按照 常规 PCR 方法 ,利用 QS DNA 聚合 酶 组 成 PCR 体 
系 ,以 pMDIST-XyIR 为 模板 ,使 用 引物 XO-B 和 XO-N 
进行 PCR , 扩 增 目的 片段 XylR ;以 pGH-XylR5 为 模板 ， 


使 用 引物 X5-B 和 X5-N 进行 PCR, 扩 增 目 的 片段 
XylR5 ;以 pMD18T-Pu 为 模板 ,使 用 引物 Pu-BsrG I 和 
PU-Nde I 进行 PCR, 扩 增 启 动 子 Pu 序列 ;以 质粒 
pPROBE-TT 为 模板 ,使 用 引物 CFP-Kpnl 和 GFP-Avr II 
进行 PCR , 扩 增 质粒 上 的 GFP 基因 。 


R1 引物 列表 


Tablel Primers used in this study 


Primer name 


Sequence(5'-3') 


Restriction size 


X0-B CAGGATCCAATGTCGCTTACATACAAACCC BamHI 
XO-N TAGCGGCCGCCTATCGGCCCATTG Notl 
X5-B GGGGGGATCCAATGTCGCTTACATACAAA BamHI 
X5-N TAGCGGCCGCCTATCGGCCCATTG Not! 
> PU-BsrGI ATTGTACACGGCCGCATAATCGAAATGGAAAGCGCGATGAACCTTTTTTA BsrGI 
= PU-Ndel GCCATATGTATATCTCCTTCTTATACTTAACTAATATACTAAGATGGTGAAGGGTCA Neel 
co CCACTATTTTTATTTTAAGTCTCGTATA 
© GFP-Kpnl TCGGTACCATGAGTAAAGGAGAAGAA Kpnl 
© GFP-AorII GGCCTAGGCTATTTGTATAGTTCATCC Avrll 
N Error-Pstl GTCTGCAGCTCGTAGCGCTCG Pstl 


e 
1D-3 基因 线路 XO-Pu-GFP-Duet 及 X5-Pu-GFP-Duet 
dpt 以 pETDuet-1 为 基础 载体 ,用 BamH V/Not 1 Xf 
BUR RU TR T BE AVIR 分 别 进行 双 酶 切 ,连接 得 到 正确 
的 幼体 pX0-Duet, 其 中 XylR 基因 插入 在 pETDuet-l 的 
fet TT 启动 子 控制 的 多 克隆 位 点 (MCS) 内 。 

(上 0 以 构建 的 pX0-Duet 为 基础 载体 ,用 BsrG. L/Nde I 
We Pu 进行 双 酶 切 , 连 接 得 到 正确 的 载 
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体 pX0-Pu-Duet ,其 中 Pu 启动 子 替 换 掉 pETDuet-1 的 第 
—f T! 启动 子 。 

以 构建 的 pXO-Pu-Duet 为 基础 载体 ,用 Kpn 1/Avr I 
对 载体 和 扩 增 片段 GFP 进行 双 酶 切 ,连接 得 到 正确 的 
载体 pX0-Pu-GFP-Duet, 其 中 GFP 插入 在 有 Pu 启动 子 
控制 的 第 二 个 MCS 内 (图 2a)。 


d 


(a) 
(T7 promoter?) CDM 


ei) mene VIR ED El EY 
(b) 


terminator4 
terminator3 
terminator? 
terminaor] 


Soin 
mm GFP > 


2 基因 线路 图 谱 
Fig.2 The map of gene lines 


(a) pX0-Pu-GFP-Duet 


以 上 述 同样 的 方法 ,用 XyIRS 片段 替代 XylR Jr 
段 , 得 到 载体 pX5-Pu-GFP-Duet , 
1.2.4 SDS-PAGE 检测 基因 线路 的 蛋白 质 表 达 ”将 质 
Jii pXO-Pu-GFP-Duet 或 pX5-Pu-GFP-Duet 转化 大 肠 杆 
菌 后 ,37% .200r/min 培养 至 0Dow 约 0.6 时 ,加 入 终 浓 


(b) pX04Ter-Pu-GFP-Duet 


度 为 1umol 的 IPTG ,30% ,200r/min 培养 12h 后 ,取样 
进行 电泳 分 析 。 

1.2.5 基因 线路 X04Ter-Pu-GFP-Duet 及 X5-4Ter-Pu- 
GFP-Duet 的 构建 ”分 别 将 pX0-Pu-GFP-Duet 及 pGH- 
4Ter 载体 用 Hind HI/Not I 双 酶 切 后 连接 ,得 到 在 XyIR 
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序列 末端 带 有 4 串联 终止 序列 的 的 载体 pXO4Ter-Pu- 
GFP-Duet( 图 2b)。 以 同样 的 方法 ,得 到 载体 pX5-4Ter- 
Pu-GFP-Duet, 
1.3 基因 线路 检测 TNT 

挑 取 pX0-Pu-CFP-Duet 或 pX5-Pu-GFP-Duet 单 克 
你 过 夜 培养 后 ,百倍 稀释 至 新 鲜 LB 培养 基 , 并 将 其 分 
为 三 组 。37% ,200r/min 培养 至 OD ou ZW 0. 6 时 ,于 第 
一 组 加 入 终 浓度 为 1pmol 的 IPTG Zi vc BE 15mg/L 
的 TNT; 第 二 组 加 入 终 浓 度 为 1pmol 的 IPTG; 第 三 组 为 
阴性 对 照 。30% ,200r/min 培养 12h 后 ,各 吸取 200p1 
菌 液 至 黑色 % 孔 荧 光板 ,在 PekinElmer Multimode Plate 
Reader 中 测定 奕 光 值 (检测 条 件 为 excitation/ emission , 
488/507nm) 。 

S 基因 线路 X0-4Ter-Pu-GFP-Duet 及 X5-4Ter-Pu- 
GEPJDuet 检测 TNT 的 方法 与 步骤 同上 。 
145 易 错 PCR 构建 XyIR 突变 体 文库 
OVA X0-B 和 Error-Pst I 为 引物 ,pX0-4Ter-Pu-CFP- 

Diet. Jj 模板 ,利用 GeneMorph Random Mutagenesis Kit 
(Cal; #200550, Agilent Technologies) 对 XylR 基因 的 A 
区 十 行 易 错 PCR。 按 照 说 明 书 配制 扩 增 体系 , 扩 增 条 
TES :95^C 预 变性 2min ,然后 以 95% 变性 30s.50% 退火 
30s, 72*C 延伸 2min 扩 增 35 个 循环 ,72% 延伸 10min。 
UBC H 89779 ,以 此 为 模板 ,进行 第 二 轮 易 错 PCR, PCR 
体 么 和 程序 不 变 ; 然 后 再 以 第 二 轮 胶 回收 产物 为 模板 ， 
进 得 第 三 轮 易 错 PCR ,回收 第 三 轮 易 错 PCR 产物 。 
Cpx04Ter-Pu-GFP-Duet 和 第 三 轮 易 错 PCR 产物 分 
BIEL BamH 1/ Pst 1 进行 双 酶 切 ,连接 产物 转化 大 肠 杆 
PA ek XyIR 突变 体 文库 。 
1.5 文库 筛选 

挑 取 突 变 体 文库 中 的 单 克 隆 至 96 孔 深 孔 板 进行 
培养 ,37% .2001/min 培养 至 0Dow 约 0.6 时 每 孔 加 入 
终 浓 度 为 1umol 的 IPTG 和 终 浓度 为 15mg/L 的 TNT, 
30*C ,200r/min 培养 12h 后 ,每 孔 吸 取 200 pl 菌 液 测定 
荧光 值 ,将 荧光 值 高 于 XylR5 的 菌 挑选 出 来 。 

将 挑选 出 的 菌 液 百倍 稀释 进行 培养 ,分 为 三 组 ,第 
一 组 在 0D@w 约 0.6 时 加 入 终 浓度 为 1pmol 的 IPTC 和 
终 浓 度 为 15mg/L 的 TNT; 第 二 组 加 入 终 浓 度 为 1 mol 
的 IPTG; 第 三 组 为 阴性 对 照 ;30%C .200r/min 培养 12h 
后 ,测定 荧光 值 。 将 三 组 荧光 值 有 显著 差异 (P <0.05) 
的 克隆 挑选 出 来 。 
1.6 特异 性 检测 

将 荧光 值 有 显著 差异 的 单 克隆 接种 于 LB 培养 基 ， 
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37°C 200r/min 培养 至 OD40 23 0. 6 时 加 入 终 浓度 为 
1 umol 的 IPTG ,按照 国际 公认 的 检测 方法 "” ,分 别 加 
入 终 浓度 为 13mg/L 的 如 下 10 种 目标 化 合 物 :2,4 ,6- 
TNT.,2,4-DNT,2,6-DNT,1,3-DNB,1,4-DNB,2-NT,3- 
NT ,4-NT, Toluene 和 Nitrobenzene ,30°C ,200r/min 振荡 
培养 12h 后 ,测定 荧光 值 。 挑 选 对 TNT 或 其 衍生 物 
2 ,4-DNT4,2,6-DNT 及 1,3-DNB 的 反应 强度 较 其 他 化 合 
物 有 明显 差别 ( 忆 <0.05 ) 的 克隆 。 
1.7 灵敏 度 检测 

将 筛选 得 到 的 阳性 克隆 与 pXO-4Ter-Pu-GFP-Duet , 
pX5 ATer-Pu-GFP-Duet 分 别 接种 至 LB 培养 基 ,37%C 、 
200r/min 培养 至 OD og 24 0. 6 时 加 入 终 浓度 1umol 的 
IPTG ,并 分 别 加 入 终 浓 度 为 0mg[L、 Smg/[L、10mg/ 工 、 
I5mg/L ,20mg/L , 30mg/L , 50mg/L 、 75 mg/L , 100mg/L , 
150mg/L 200 fil 300mg/L 的 TNT, 然 后 30°C ,200r/min 
振荡 培养 12h 后 分 别 测定 荧光 值 ,通过 计算 元 件 的 
EC2% 值 ,考察 元 件 对 TNT 的 感应 灵敏 度 。 
1.8 蛋白 质 结 构 分 析 

将 筛选 得 到 的 阳性 克隆 送 交 测序 ,并 将 序列 提交 
至 PSIPRED(http ://bioinf. cs. ucl. ac. uk/psipred/ ) 进行 
二 级 结构 预测 和 SWISS-MODEL ( http ://swissmodel. 
expasy. org/ ) 进行 同 源 模 建 ,对 和 蛋白质 结构 进行 比 对 
分 析 。 


2 结 m 
2.1. 基因 线路 X0-Pu-GFP-Duet 及 X5-Pu-GFP-Duet 
的 鉴定 


构建 的 重组 质粒 pXO-Pu-GFP-Duet 和 pX5-Pu- 
GFP-Duet 经 提取 纯化 后 ,分 别 利 用 限制 性 内 切 核酸 酶 
BamH V Not 1,BamH V Not I Kpn V Avr 工 进行 双 酶 切 ， 
结果 均 获 得 了 与 预期 大 小 相符 的 目的 条 带 ( 图 3) ,说 明 
基因 线路 XO-Pu-GFP-Duet 和 X5-Pu-GFP-Duet 构建 
成 功 。 
2.2 SDS-PAGE 检测 基因 线路 XylR 蛋白 表达 

SDS-PAGE 结果 表明 ,加 入 IPTC 诱导 后 ,特异 性 表 
达 的 XylR 和 XyIRS 蛋白 分 子 质量 大 小 与 预期 相符 (图 
4) ,说 明 T7 启动 子 可 以 启动 XylR 和 XylR5 和 蛋白 的 正 
常 表达 。 
2.3 基因 线路 X0-Pu-GFP-Duet 及 X5-Pu-GFP-Duet 

检测 TNT 
将 pX0-Pu-GFP-Duet 及 pX5-Pu-GFP-Duet 分 别 转 
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图 3 重组 质粒 酶 切 鉴 定 


Fig.3 Identification of recombinantplasmidsbyagarose gel electrophoresis 
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1 杆菌 ,构建 成 全 细胞 生物 传感器 ,用 于 检测 
TNS 结果 发 现 ,诱导 表达 的 XyIR/XyIRS 蛋白 在 无 


TNE WY tH fe Ha Pf GFP 的 表达 ,而 且 基 因 线 路 的 本 
底 医 达 值 很 高 (图 5)。 分 析 原 因 可 能 是 由 于 T7 强 启动 


子 造成 了 线路 通读 ,为 了 抑制 通读 ,降低 本 底 表 达 , 尝 
试 在 XylR 与 Pu 之 间 插 入 四 串联 终止 序列 。 
2.4 基因 线路 X0-ATer-Pu-GFP-Duet 及 X5-ATer-Pu- 
GFP-Duet 的 鉴定 
构建 的 重组 质粒 pXO-4Ter-Pu-GFP-Duet 和 pX5- 
4Ter-Pu-GFP-Duet 分 别 用 Hind IL/Not 工 进 行 双 酶 切 ， 
结果 表明 带 有 四 串联 终止 序列 的 基因 线路 构建 成 功 
(图 6) 。 
2.5 基因 线路 X0-ATer-Pu-GFP-Duet 及 X5-ATer-Pu- 
GFP-Duet 检测 TNT 
将 基因 线路 XO4Ter-Pu-GFP-Duet 及 X5-4Ter-Pu- 
GFP-Duet 经 过 相同 的 步骤 检测 TNT, 结 果 表 明 在 基因 
线路 中 加 入 四 串联 终止 序列 可 以 有 效 阻 止 通读 , 降低 
本 底 表达 (图 7a)。XylR5 和 蛋白 较 XyIR 蛋白 对 TNT 的 


1-3:BamH LU Not 1;4-6 :BamH LNot 1,7-9 : Kpn L/Avr II; Marker: Trans 15K DNA marker 
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4 SDS-PAGE $€ XyIR/XylR5 蛋白 表达 
Fig.4 Identification of expression of XyIR/XyIR5 by SDS-PAGE 
(b) XyIRS5  M;Protein marker; 1-3 ;1 mol IPTG ;4-6 ; Control 
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5 pX0-Pu-GFP-Duet 及 pX5-Pu- 
GFP-Duet 检测 TNT 
Fig.5 Detection of TNT by pX0-Pu- 
GFP-Duet and pX5-Pu-GFP-Duet 


感应 强度 高 ,但 两 者 对 TNT. 的 感应 
生 较 差 ( 图 Tb) 
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图 6 重组 质粒 pX0-4Ter-Pu-GFP-Duet 及 pX5-4Ter-Pu-GFP-Duet 酶 切 鉴定 


Fig.6 Identification of recombinant plasmids by agarose gel electrophoresis 
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(&)- Comparison of background values after optimization (b) Comparison of induction strength of gene lines 


2:6. XyIRO 突变 体 文库 的 构建 及 筛选 

通过 引物 X0-B 和 Error-Pst 1, 利 用 Agilent 易 错 试 
剂 盒 对 XR 基因 的 A 区 进行 连续 三 轮 易 错 PCR, 
BamH V Pst 1 双 酶 切 第 三 轮 PCR 产物 ,然后 连 入 经 相 
同 酶 切 后 的 载体 pX04Ter-Pu-GFP-Duet, 转化 大 肠 杆 
菌 ,构建 突变 体 文库 。 由 于 BamH V/Pst I 位 于 A 区 边 
缘 , 因 此 可 以 精确 控制 只 对 蛋白 质 A 区 进行 随机 突变 。 

挑 取 突 变 体 文库 中 的 单 克 隆 至 96 孔 深 孔 板 , 先 通 
过 在 终 浓度 为 15mg/L 的 TNT 条 件 下 ,筛选 区 光 值 高 于 
XyIR5(28 x10 ) 的 克隆 。 为 了 去 除 假 阳 性 ,再 将 筛选 
出 来 的 克隆 经 过 三 组 不 同 处 理 ,第 一 组 加 入 1pmol 的 
IPTG 和 终 浓 度 为 15mg/L 的 TNT, 第 二 组 只 加 入 1umol 
的 IPTG ,第 三 组 为 阴性 对 照 ,将 在 三 组 中 获 光 值 有 显著 
差异 的 克隆 挑选 出 来 ,最 后 得 到 11 个 ,其 中 的 克隆 


1-3: pX0-ATer-Pu-GFP-Duet ;4-6 ; pX5 4 Ter-Pu-GFP-Duet 


# = IPTG 
pg IPTGHTNT 


7 pX0-4Ter-Pu-GFP-Duet 及 pX5-4Ter-Pu-GFP-Due 检测 TNT 
Fig.7 Detection of TNT by pX0-4Ter-Pu-GFP-Duet and pX5-4Ter-Pu-GFP-Duet 


*P<0.05 *P «0.01 


eX04 fr TNT 中 的 荧光 值 较 其 余 两 组 有 极 显著 性 差异 
(图 8a) 。 
2.7 特异 性 检测 

将 筛选 出 来 的 11 个 XylR 突变 体 对 十 种 茶 类 化 合 
物 的 感应 强度 进行 比较 ,筛选 得 到 了 1 株 能 特异 性 感 
AI TNT 的 阳性 克隆 eX04 ,如 图 8(b) ,其 对 TNT 及 其 
衍生 物 DNB 的 感应 强度 较 其 余 化 合 物 达到 了 极 显著 性 
差异 ,表现 出 了 对 靶 标 化 合 物 良好 的 特异 性 。 
2.8 灵敏度 检 测 

EC2% 值 是 目前 构建 生物 传感器 领域 比较 通用 和 认 
可 的 检测 灵敏 度 的 指标 ,具体 是 指 感 应 元 件 引 发 的 荧 
光 值 的 倍数 变化 能 达到 初始 荧光 值 2 倍 时 所 需 的 最 低 
诱导 物 浓度 , EC 值 越 小 ,说 明 感 应 元 件 的 灵敏 度 
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8 基因 线路 eX0-4 检测 TNT 及 其 特异 性 研究 
Fig.8 Detection of TNT by peX0-4 and the study of its specificity 
(a) TNT fluorescence detection (b) Specificity study — '*P «0.01 


- 
SR 们 将 pXO-4Ter-Pu-GFP-Duet , pX5-4Ter-Pu-GFP- 80 =*= peX0-4 

DEO 及 阳性 克隆 peX0-4 分 别 接种 至 LB 培养 基 , 培 养 "He pXS-ATer-Pu-GFP-Duet 
sn 259 0.6 时 加 入 浓度 旦 梯度 上 升 的 TNT 中 , 振 8" c cive us 

WR 12h 后 测定 荧光 值 ,如 图 9 所 示 ,pX04Ter-Pu- 40 

GFP-Duet 对 TNT 没有 明显 感应 ,无 法 计算 EC, ; pX54 E 

TégcPu-GFP-Duet 的 EC (fg 61.3 *1.56me/L,peX04 ”20 

HABE (12 +5.21) mg 人/ 工 , 可 见 突变 体 eX04 对 TNT 的 

感应 灵敏 度 大 幅度 提高 ,其 ECsw 值 达到 了 国际 上 报道 100 200 300 

同 交 元 件 的 领先 水 平 。 并 且 TNT 浓度 在 15 ~ 75m. aes 

Hid pX5-4Ter-Pu-GFP-Duet 及 peX0-4 表现 出 了 浓度 依 9 基因 线路 对 不 同 浓度 TNT 的 感应 强度 

,而 随 着 TNT 浓度 不 断 增加 荧光 值 下 降 ,原因 是 高 Fig.9 Induction intensity of gene lines 
BEHI TNT 严重 损害 了 细菌 的 正常 生长 。 to different concentrations of TNT 


2.9- 测序 分 析 


CO 通过 测序 分 析 , 突 变 体 eX04 较 野生 型 XyIR 在 A KA ARERR HEPAT PRERA, ik N 


端 4 个 氨基 酸 缺失 及 5 个 氨基 酸 蔡 换 ( 图 10) 。 


XylR TYKE 
eX0-4 — 
XylR 

eX0-4 

XylR 
eX0-4 

XyIR 

eX0-4 


图 10 有 蛋白质 序列 比 对 
Fig.10 Protein sequence alignment of XylR and eX0-4 


112 中 国生 物 工程 杂志 China Biotechnology _,. 、. 2s ur o. 7 2017 


2.10 蛋白 质 结构 预 测 分 析 

生物 信息 学 软件 分 析 表 明 ,蛋白 质 突变 前 后 二 级 
结构 及 三 维 空间 结构 都 发 生 了 一 定 改变 (图 11)。 我 们 
推测 eX04 突变 蛋白 A 区 的 氨基 酸 改 变 , 使 其 可 以 产 
生 更 合适 的 取向 ,与 小 分 子 TNT 能 够 充分 接近 ,相互 契 
合 产 生 更 稳定 的 复合 物 构象 ,作用 在 Pu 启动 子 上 发 挥 
功能 。 


XyIR 


图 11 蛋白 质 三 维 结构 模型 
Fig.11 The three-dimensional structure 
mM models of XyIR and eX0-4 


ON 研究 中 ， 我 们 在 合成 生物 学 思想 的 指导 下 , 首 
ARE Bo I N 的 XylR 和 蛋白、 pues XyIR5 , Pu 
SP noct 与 绿色 效 光 蛋白 进行 逐 级 组 装 搭建 检测 线 
路 2 区 后 选择 遗传 背景 清晰 、 操 作 简便 的 大 肠 杆 菌 作为 
REE, 用 来 承载 设计 的 生物 元 件 及 基因 线路 ,构建 
CCAR MOA: V HR FI T TNT。 由 于 国际 上 报道 
的 感应 元 件 对 TNT 的 最 高 灵敏 度 达 到 15mg/L, 所 以 我 
们 采用 的 TNT 筛选 终 浓 度 也 低 至 15mg/L, 希 望 获得 的 
和 蛋白质 元 件 能 够 对 如 此 低 浓度 的 TNT 有 明显 感应 。 但 
两 条 基因 线路 X0-Pu-GFP-Duet 及 X5-Pu-GFP-Duet 在 
检测 TNT 时 ,无 论 是 否 加 TNT, IPTC 诱导 后 表达 的 
XylRZXylR5 蛋白 都 能 激活 下 游 的 Pu 启动 子 。 分 析 可 
能 是 因为 T7 启动 子 的 启动 活性 太 强 , 窗 盖 了 Pu 启动 
子 的 活性 ,造成 了 整个 基因 线路 的 通读 。 为 了 更 好 地 
实现 预定 功能 ,尝试 在 XylR 与 Pu 序列 之 间 插 入 一 人 
终止 序列 ,发 现 背 景 值 有 所 降低 ,直到 最 终 加 入 四 串联 
终止 序列 才 彻 底 阻 止 了 T7 启动 子 的 通读 。 
优化 的 基因 线路 在 检测 TNT 时 , XylR5 蛋白 对 
TNT 有 感应 ,表明 对 XylR 蛋白 的 A 区 进行 改造 获得 感 
应 TNT 的 蛋白 质 元 件 的 方法 是 可 行 的 。 但 XylR5 和 蛋白 


对 TNT 的 感应 强度 及 特异 "T" 分 析 可 能 是 由 于 
XylR5 蛋白 的 A 区 结合 TNT 后 引发 的 构象 并 不 能 使 之 
很 好 的 结合 到 Pu 启动 子 上 ,最 大 程度 地 激活 Pu 活性 ， 
于 是 进一步 对 XylR 蛋白 的 A 区 进行 人 工 改造 ,通过 采 
用 连续 易 错 PCR 的 方法 对 其 进行 随机 突变 构建 文库 ， 
从 中 挖掘 出 性 状 更 加 优良 的 蛋白 质 元 件 。 最 终 筛 选 得 
到 的 蛋白 质 突变 体 eXO-4 对 TNT 表现 出 了 高 的 感应 强 
度 和 良好 的 特异 性 及 灵敏 度 。 同 源 模 建 结果 表明 和 蛋白 
质 eX04 的 三 维 空间 结构 发 生 了 改变 ,这 可 能 有 利于 其 
以 更 合适 的 取向 与 TNT 相互 作用 ,和 蛋白质 与 小 分 子 相 
互 作用 时 ,氨基 酸 残 基 的 改变 会 直接 影响 两 者 的 亲 和 
JI ,我 们 目前 正在 尝试 用 分 子 对 接 的 方法 进行 预测 分 
析 , 期 望 从 中 归纳 出 XyIR 蛋白 与 TNT 相互 作用 的 氨基 
酸 残 基 类 型 ,为 未 来 的 突变 提供 较为 明确 的 筛选 方向 ， 
也 希望 通过 对 元 件 作 用 机 制 以 及 底盘 细胞 研究 更 清楚 
的 基础 上 ,构建 的 生物 传感器 可 以 高 灵敏 度 .高 特异 性 
的 对 环境 中 的 TNT 及 其 靶 标 化 合 物 进 行 检测 , 可 为 战 
后 雷 场 或 现场 爆炸 物 的 大 规模 排查 和 清除 提供 重要 的 
辅助 手段 。 

男 外 ,构建 的 基因 工程 阔 对 人 类 及 环境 可 能 造成 
的 安全 问题 也 一 直 牵 动 着 科学 家 的 神经 ,我 们 实验 室 
也 一 直 致 力 于 实现 细菌 自 裂解 方面 的 研究 。 我 们 基于 
合成 生物 学 的 方法 尝试 构建 了 可 受 阿 拉 伯 糖 诱导 的 自 
杀 线 路 ,并 取得 了 初步 成 效 "”。 阿 拉 伯 糖 较 常用 的 搞 
生 素 具有 更 好 的 环境 亲和力 ,加 入 之 后 ,线路 表达 的 
Holin 蛋白 可 以 在 细菌 的 细胞 膜 上 打 孔 ,使 得 细胞 内 的 
溶解 酶 (lysozyme) 可 以 透 过 小 孔 溶 解 细 胞 壁 从 而 降解 
细胞 ,组 成 型 表达 的 anti-Holin 可 以 抑制 本 底 表 达 的 
Holin ,保证 未 诱导 时 细菌 的 正常 生长 。 构 建 的 自杀 线 
es 2h 后 可 以 实现 菌 体 

裂解 ,但 其 配合 peX04 感应 线路 共同 发 挥 作用 的 

a ,争取 尽快 做 到 检测 ` 裂 解 合 二 为 一 。 

合成 生物 学 作为 一 门 交 叉 学 科 , 在 21 世纪 获得 了 
迅猛 发 展 , 基 于 标准 化 、 模 块 化 的 生物 元 件 ,通过 人 工 
设计 、 化 学 合成 和 重新 组 装 基因 线路 或 基因 组 ,合成 生 
物 学 可 以 构建 具有 特定 功能 的 生命 系统 ,甚至 是 人 造 
生命 “” 。 构 建生 物 传感器 是 合成 生物 学 研究 的 重要 
应 用 领域 之 一 ,通过 挖 抓 自然 界 中 对 靶 标 化 合 物 敏感 
的 生物 元 件 ,并 将 其 与 报告 元 件 组 装 成 基因 线路 ,报告 
元 件 的 信号 强度 指 征 生物 元 件 对 靶 标 化 合 物 的 感应 
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要 素 。 作 为 要 素 之 一 的 生物 元 件 是 指 遗 传 系统 中 最 简 
单 . 最 基本 的 生物 积 块 (BioBricek ) ,是 具有 ， 
氮 基 酸 或 者 核 苷 酸 序列 ,可 以 说 它 是 合成 生物 学 的 基 
石 ” 。 而 且 合成 生物 学 与 基 ee Rd 
ee 快速 、 

装 ,以 形成 新 的 具有 特定 生物 学 功能 的 装置 。 而 实 
目标 的 前 提 和 是 我 们 仍 需要 大 量 挖掘 \ 鉴 定 并 改 
造 更 多 的 生物 元 件 。 我 们 通过 以 XyIR-Pu 为 基因 线路 ， 
以 GFP 为 报告 蛋白 ,以 大 肠 杆 苦 为 底盘 细胞 ,以 连续 易 
错 PCR 构建 随机 突变 体 文库 ,挖掘 到 了 可 特异 高效 感 
应 TNT 的 蛋白 质 元 件 , 为 下 一 步 成 型 的 生物 传感器 提 
供 了 合成 生物 学 的 元 件 基础 线路 基础 以 及 技术 基础 。 
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Abstract Objective: The XylR-Pu is a classic toluene catabolic pathway, which is from TOL plasmid of 
Psetidomonas putida. In the presence of toluene, the XylR regulatory protein can activate Pu promoter and thus 
indüce expression of corresponding metabolic genes. To detect 2,4, 6-trinitrotoluene (TNT), the significant 
efvitonmental pollutant, the pathway was optimized and put into Escherichia coli to construct whole-cell 
bioSensor , which was based on the idea of synthetic biology. E. coliwas chosen as chassis cell due to its genetic 
baekground was clear and it was simple to operate. Methods; pETDuet-1 was used as backbone to construct gene 
ciretiit of XyIR-Pu, XylR was inserted in first multi cloning site. The second T7 promoter was substituted by Pu 
promoter and reporter gene of green fluorescent protein was under the control of Pupromoter. The fluorescent 
vs can indicate the strength of the activation of XylR protein to Pu promoter. Then four series terminator was 
ingefted between XylR and Pu to minimize background expression. Finally, the receptor domain of XylR protein 
wassrandomly mutated using sequential error prone PCR to construct a mutant library and to identify XylR 
mutants, which can be more sensitive and specific to TNT. Results; The four series terminator can effectively 
prévent read-through and decrease background fluorescent. After selection, one mutant protein named eX0-4 
displayed better induction intensity, sensitivity and specificity to TNT. Conclusions; As Nitrobenzene was not 
XyIR natural inducer, so XylR showed no obvious response to TNT. But the method is feasible to modify the A 
domain of XylR protein to obtain non-natural but better protein components. The mutant of eXO4 enriched the 
reservoir of TNT-sensing elements, and provided a more applicable toolkit to be applied in genetic routes and live 
systems of biosensors in future. It can be a common method to identify biological elements to use error prone PCR 
to construct mutant library. 
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